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Eey w ord 培養肝細胞, 直接細胞障害超徴像, pOint c o nta ct, N K
肝炎の 慢性化機序 に つ い て は , 肝細胞膜 を中心 と し
た 細胞性免疫 の 関与が強く示唆 さ れ , 慢性活動性肝炎
(C A H)の 肝組織 に み ら れ る pie c e rn e aln e c r o sis , す
なわ ち グリ ソ ン 鞘 内の 著明な リ ン パ 球浸潤と小葉辺縁
の 持続す る肝 細胞崩壊像 が そ の 典 型 と 考 え ら れ て き
た . 電 軸上 で も1)2)リ ン パ 球が 接着 して い る肝細胞 に 種
々 の 変性 を示す変化が観察さ れ る な ど , 障害肝 細胞 と
隣接 リ ン パ 球 とLの 間の inte r a ctio n に よ
っ て 起 こ る 肝
細胞崩壊 が注目 を俗 び て い る . 他 方 , 最近 の in vitr o
の 研究で は , 慢性 肝疾患 々 者 の .) ン パ 球を effe cto r細
胞 と し , 自己 肝細胞, ウ サ ギ肝細胞 , ラ ッ ト 肝細胞や
Cha ng c ell等を 標的細胞と して 免疫学的 な細胞障害
性 を検討 し た研究が報告さ れ ,
3卜 5)教室の 新谷6)も ラ ッ
ト 肝細胞由来 の Co on 細胞を 標的細胞 と して 検索 し ,
慢 性肝疾患々 者 の う ち C A H患者末梢血リ ン パ 球 に 肝
細胞障害性が あ る こ と を報告 し て い る . し か し , こ れ
らin vitr o に お ける細胞障害性 リ ン パ 球 と 標的肝細
胞 と の inte r a ctio nを 形態学的に 検索 した 報告 は ほ と
ん どみ ら れ な い . 今回の 実験 は , C A H患 者の リ ン パ 球
中 どの 亜 分画 が肝細胞障害 に 関与 し て い るか を検討す
る と同時に , そ の 亜 分画と 標的細随 と の 間 に い か な る
inte r a ction が 超微形態学的 に み ら れ る か を併 せ て 検
索 し たの で こ こ に 報告 す る ｡
対 象 と 方 法
Ⅰ . 対象
肝生検 お よ び血清生化学的検査か ら C A H と診断 し
Ultr astr u ctu al O bser v atio n s of
た 患者 46例の 末梢血 リ ン パ 球 を対象 と し た . なお 対照
に は肝炎の 既往 の な い 健常者12例 の 末梢血 リ ン パ 球
を用 い た .
Ⅱ . 方法
1. 標的細胞 : 1 968年 Co o n
7) に より 株化さ れ た成
熟 ラ ッ ト 肝細胞株(Co o n細胞) を 用 い た . 培養液の組
成 は ダ ル ク ミ ン 加 M E M(GIB C O. U S A), 10 %不倍化
牛胎児血清 (F C S: GIB C O. U S A) , Pc lOOFL/ mL,
S M lOO/上g/mエで あ る .
2. リ ン パ 球分離
1) w holelym phocyte (W L) の 分離 ; B 6yu m
8)
の 方 法に 準L: て , ヘ パ リ ン 加末梢血 を 同量 の Ha nks
bala n c ed s alt solutio n(H B S S) と混 和 し , Fic oll-
Paqu e(P har m a cia Fin eC he mic als, Sw eden) に重
層 し , 400× g 35分速心 し て 得 た界面 の 細胞成分を分
離採取 し , W L と し た.
2) 羊赤血球 ロ ゼ ッ ト形 成細胞 (E-R F C) と非羊赤血
球 ロ ゼ ッ ト形 成細胞(n on E- R F C)の 分離 ; Yata ら
9'
の 方法に 準 じて , 羊赤血球(S R B C)と W L とで ロ ゼ ッ
ト 形成を 行 っ た の ち , Fic oll-Paqu eに 重層さ せ . 4℃
で 400× g 30分遠心分離 し た . 遠心 管 の 底部 より採取
し た細胞成分を ETR F C と し,界面 よ り 分離採取 した細
胞成分 を n o nE-R F C と し た. な お E-R F C お よ びn o n
E _R F C は0.83 % N HC^120m M Tris 緩衝液pH 7.4 で
S R B C を完全 溶血さ せ 使用 し た .
3 ) 7S抗 僻 作羊赤血球(E A) ロ ゼ ッ ト 形 成細胞(E A･
R F C)と 非 E Aロ ゼ ッ ト 形成細胞(n o nE A- R FC)の分
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C A fi患者リ ン パ 球 の 肝細胞障害性 の 電顧的観察
離 ; Pa rish ら
1 0)の 方法 に 準 じて ･ まず 7S抗 S R B C
抗体を 用 い て 感作 S R B C(E A ) を作製 し ･ つ い で E A
と WL で ロ ゼ ッ ト 形成を 行い .Fic oll- paqu eで 比 重遠
心して , 前述 の ご と く E A
- R F C とn o nE A･R F Cに 分
離し た .
4 ) 19S 抗体 ･ 補 体感作羊赤血球(E A C )ロ ゼ ッ ト 形成
細胞 ( EA C-R F C) と非 E A Cロ ゼ ッ ト形成細胞 (n o n
E A C-RF C) の 分離 ; Pa rish ら
川 の 方法に 準 じて . ま
ず1 9S抗 S R B C抗体を用 い て E A を作製 し . つ い で
E Aと C 3 Hマ ウ ス 血 清を 用い て 感作赤血球 ( E A C) を
作製し ,W L とロ ゼ ッ ト形 成さ せ た 後 Fic oll
-Paqu eで
比重遠心 し , E A C- R F C, n O nE A C- R F C を分離し た . な
お7S抗SR BC抗体 お よ び 19S 抗 SR BC 抗体 は , 西
岡川 の 方法で 抗 S R B C家兎血清 を作製 し , 硫 安 分画
法
1 2)お よ びゲ ル 濾 過法
1 3)に よ りIgG お よ び IgM 分画
を採取 し ,IgG は さ らに D EA Ec ellulo s e chr o m ato …
graphy
川 で 精製 し , 得 られ たIgG お よ び1gM 分画
それぞ れ 7S抗 S R B C抗体お よ び 19S 抗 S R BC抗体 と
した .
3. リ ン パ 球 の 直接細胞障害性 (D C C)の 検出 ;
C A H患者28 例と健常者7 例を対象と し , Taka s ugi-
Klein
1 5)の 方法 に 準 L: た mic r o cytoto xicity a s s ay
法を用 い た . す な わ ち . マ イ ク ロ プ レ ー ト (Falc o n,Nn
3434, U S A) の 小孔 に Coon 細胞を 約 100個づ つ 散布
し
,
こ の Co o n細 胞に リ ン パ 球 を1:300の 比で 加 え 48
時間培養後, マ イ ク ロ プ レ ー ト を 2時間倒立さ せノト孔
を洗浄し た後 エ タ ノ ー ル 固定し , ギ ム ザ染色巷 行 っ た .
リ ン パ 球 の 肝細胞障害値の 測定は マ イ ク ロ プ レ ー ト の
小孔 に 生者 して い る標的細胞を算定 し , リ ン パ 球無添
加 コ ン ト ロ ー ル と比較 し , 減 少率を 百分率 で 求 め た .
% cytoto xicity =
100一叢認諾岩諜呈琵誤詣諾温 ×100
4. 標的細胞接着 リ ン パ 球亜 分画 の 測定
1) ロ ゼ ッ ト形成法 に よ る亜分画の 測定; 標的Co o n
細胞を培養ス ラ イ ド (Lab- Te x, No.4838, U S A) に て
あらか じ め 12時間培養 した 後 ,前述 の よ う に 分 離し た
W L を1:75～ 150の 比 で 添加 した . 6 ～ 12時間混 合
培養した後 , 培養 ス ラ イ ドを 転倒し て さ らに 1 時間培
養し た . つ い で 培養液 を除去後 S R B C(E) を 0.75mL
(4.5 × 107/mエ F C S)を加え 37 ℃ 15分間培養し た .
さら に 4 ℃で 30分間反応 させ た 後 t 1 5分間培養 ス ラ
イ ド を再び転倒 させ 未反応 E を除き , 洗浄後2.5% ダ
ル ク ー ル ア ル デ ヒ ド(0.01 M リン 酸緩衝液頭 7.2)で
固定しギ ム ザ染色 し た . 同様 に E A およ び E A C浮遊液
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を ME Mに て 作製し , 培養 ス ラ イ ドに 加 え て そ れぞ れ
37 ℃30分間お よ び 20分間培養後洗浄, 固定 , 染色 し
た . SR BC 3個以 上か らな る ロ ゼ ッ ト 形成 リ ン パ 球 を
陽性細胞と し て , 標的細胞 に 接着 して い る リ ン パ 球の
う ち陽性細胞 の 占め る割合を百分率で 表わ し た .
2) ベ ル .オキ シ ダ ー ゼ 抗 体法 に よる 亜 分画 の 測定 ;
前述 した ロ ゼ ッ ト 形成法 の 場合 と同様に , W L を培 養
ス ラ イ ド に 加え 肝細胞と混合培養 し た . 培 養 後家兎
ag gr egated lgG 200FLg/mL M EM で 37 ℃ 45分間
前 処 置 し , つ い で Pe riodate･1ysin e- Pa r afo r m-
aldehyde(P L P) 液一6)で 4 ℃ で 60分間固定 し た . つ ぎ
に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識抗家兎IgG ヤ ギ抗体(富士臓
器) と室温 で 30分間反応さ せ , 洗浄後 ,0.005 %過酸化
水素加 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (D A B) 溶液と室温 で 5 ～
10分間反 応 させ た . 洗浄後 へ マ ト キ シ リ ン で 核 染色 を
行 な い , 脱水置換後封入 し光顕 に て 観察し , 標 的細胞
に 接着 して い る リ ン パ 球の う ち , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 陽
性細胞の 占め る割合を算定 し た . さ ら に 本実験の 標的
細胞接着リ ン パ 球 の う ち , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ陽
性細胞の 割合を調 べ る目 的で 培養 ス ラ イ ドの 試料の 一
部を 培養後た だ ち に P L P液 で 固定 し , D A B液 と 反応
させ 核染色後鏡検 した . な お家 兎ag gregated lgG は
家兎血清(日本 バ イ オ テ ス ト)か ら硫安分画法
1 21お よ び
ゲ ル 濾過法 相 に よ っ て IgG 分画を採取し ,Hallbe rg
1 7)
の 方法 に 従 っ て ag gregated IgG を 作製 し た .
5. 末梢血 リ ン パ 球 n o nE-R FCの 亜分画の 測定 ;
橘 ら1 8)の 微量測定法に 従い , 前記 S R B C, E A, E A Cの
そ れ ぞれ と C A H患者 n o nE-R F C と を反応 させ , 3個
以 上 の 羊赤血球 と ロ ゼ ッ ト を形成す るそ れ ぞ れ の リ ン
パ 球 を各 ロ ゼ ッ ト形成陽性細胞 と し , そ れ ら の 全リ ン
パ 球 申に 占め る比率を算定し た . また , 試料 の 一 部 を
家 兎 ag gregatedlgG で 前処置後 , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標識抗家兎IgG ヤ ギ抗体と反応させ . ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 陽性細胞 の 全 リ ン パ 球中に 占め る比 率を算定 し た .
6. 電顕的観察 ; C A H患者 11例 と健常者 4例 を対
象と し た . 小 カ バ ー グ ラ ス 片を 入れ た プ ラ ス テ ィ ッ ク
培 養 シ ャ ー レ (Falc o n, No. 3001,U S A)に て Coon 細胞
を 12時間培養後 t リ ン パ 球を 1:20～ 1 50の 比 で 添加
した . 24時間混 合培養 し た後 , シ ャ ー レ 上の 標的細胞
m o n olaye rお よ び混 合培養上宿中の 浮遊標的細胞 を
透過電頻用 に , ま た シ ャ ー レ 内の ′トカ バ ー グ ラ ス片 を
走査電顕用 に 試料作製 し た . 透過電顕用試料 は 2.5%
ダ ル ク ー ル ア ル デ ヒ ド(0.05M カコ ジ ル 酸 ソ ー ダ緩衝
液pI1 7.3 )で 4 ℃ 60分固定後 1% オス ミ ウ ム 酸
( 0.05 Mカ コ ジル 酸 ソ ー ダ緩衝液班 7.3 )で 4 ℃ 60 分
間固定後 . 脱 水 し. 酸化プ ロ ピ レ ン で 置換 した . 置換
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し た 際培 養 シ ャ ー レ よ り 遊 離 し た 標 的 細 胞
m o nolaye rを 集め て エ ボ ン 812 に 包埋 し た . 超 薄 切
片作製後 . 酢 酸 ウ ラ ニ ル , 硝酸鉛 の 二 重染色を行な い
鏡検 し た . 鏡検上 , 各例と も, 各 々 違 っ た 組み 合わ せ
の リ ン パ 球 と標的細抱の intera ction を 50以 上観察
し た . ま た走査電顕用試料の 小 カ バ ー グラ ス 片 は透過
電動用試料 と同様 に 二 重固定 し/ 脱水 し . 酢酸イ ソ ア
ミ ル で 置換後臨界点乾燥 を行 な い , 白金 パ ラ ジ ウ ム で
金属蒸着し た 後に鏡検 した .
成 績
1. 培養肝細胞障害 リ ン パ 球 の 亜分画: mic r o cyto ･
to xicity a s s ay に よ る D C Cの 結 果 を Table l に
示 し た . 健 常 者 リ ン パ 球 の % cytoto xicity の 平
均値 + 2S D 以上を細胞障害性陽性 と す る と , C A H患
者の n o nE-R F C分画で は 28 例中26 例が , E A
-R F C
分画 で は 10例中4例が D C C陽性 で あ り . こ の 2 つ の
分画が 健常者に較 べ て 有意 に 細胞障害性の 陽性頻度が
高か っ た (P < 0.001お よ ぴ P < 0.01)･ ま た ･ E A C
- R F C分画 の D C C は 10例中3 例が陽性 で あ り . 前
の 2分画 に 較 べ て 陽性頻度が低 い けれ ど も. 健常者 に
比 して 高 い 傾 向に あ っ た . 他方 , E-R F C分画 で は 16
例中1例 の み が陽性 で , n O nE A-R F C お よ ぴno n
E A C_RF C分画 で は 1例 も陽性例 が み ら れ な か っ た ･
っ ぎ に , 標的細胞接着リ ン パ 球 の 亜分画 を ロ ゼ ッ ト
野
形 成法 ( Fig. 1 ) およ ぴ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 抗体法に て
検討 し た結果を Tab le 2 に 示 した . n o nE-R F C が接
着 ･) ン パ 球 の 81% を占め , つ ぎに E A C- R FC が 62%で
あ り , EA -R F C は1 7%で あ っ た . Fc リ セ ブ タ陽性細胞
を aggr egated IgG を 用い て 染 色 し た 成績 と EA･
R F Cの 成績 と は必 ず し も 一 致 し な か っ た .
こ こ で 末梢血1) ン パ 球 の % cytoto xicity の も っ と
も高か っ た C A H患者 n o nE ･R F C がい か な る 亜分画
か ら成 る か を ロ ゼ ッ ト形 成法 , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ抗体
法 で 検討 し た が , 結果は Table3の ご とく で . 先の細
胞障害性を示す分画で は , EA C･ R F C が全体の 41% を
占め , E A- R F C が全体の 32% を占め , 多種犠の 亜分画
より 成 っ て い た . そ こ で . C A H 患者 n o nE-R F C添加
時 の 標的細胞接着リ ン パ 球の 亜分画を検討し たが , 結
果 は Table 4の ご とく で E A C- R F C が全体 の 58% と
最 も高 か っ たが , 前述 し た末梢血 n o nE
･ R F Cの 亜分
画の 結果 と同様 に 多種類 の 亜分画 が同 じよ う な分布で
標的細胞 に接着 し て い た .
2, 培 養肝 細胞障害 リ ン パ 球 と 標 的 細胞 と の
inte r a ctio n の 電 顕 的 観 察; 標 的 細 胞 に 用 い た
m o n olaye rの Co o n細胞 は走査電顕 で は なだ ら か に
盛 り 上 が っ た 多角 形 の 細胞 で , そ の 遊 離 面 に は
mic r o villi がみ られ る (Fig. 2 ). 透 過電顕で は小管
状 の 粗面小抱休と楕円形の ミ ト コ ン ド リ ア お よ び核周
囲に ゴ ル ジ装置 を認 め るが , 概 し て 細胞小器官に とぽ
し い(Fig. 3). こ の 標的細胞 の､ m O n Olaye rに C A H 患
Table l. Rcsults of dire ctbrmpho cyte cytoto xicity again st cultu red r atljv er c ells(Co o n c ells)
t)y V ariou sbrmpho cyte s ubs ets ffo m patie nts withchrodc a ctiv ehepatitis(C A
H)a nd fo m




E- R F C n o nE-R F C E A-R F C n o nE A
-R F C E A C-R F C n o nE A C- RFC
_ 1.2±25.8 44.9±16.芸
*
5 3. 毎 1責芸
*
一29.2±13.5 15.3士25.4 -2 6.0±1 2･4
c A Ⅱ (1の (2 8) (1 0) (10) (10) (10)
tl/161 【16/2 8】 【4/10】 【0/10】 【3/10】 【0/10】
No m al
_8.4±15,9 16.8±4.4 17. 駈2 4･5 -20･6±10･7 0･18±14･9
-15･9±1 8･7
(5) (5) (7) (7) (7) (7)
*T he data repre se nt m e an± standard deviatio n･ E
-R F C: 血 eep e rythr o cyte r o sette
-fbr ming cells･
E A- R F C: 7S antibody-S en Sitiz ed 血e ep erythro cyte r o sette
-forming c ells･ E A C
-R F C: 1 9Sa nti･
body- and c o mple m e ntTSe n Sitiz ed 血c ep e rythro cyte ro sette
-fbrming cells･ ( ): n umber of
ca ses studied. [ ]: n u mbe r ofcase s南 瓜 sigmi 鮎a ntcytoto xicitype rpatients studied･ Statisti
-
canysigmi Lic antin co mpads o nwithn o m la co ntr oIs,
榊 P<0･00 1, ** *P<0･0 1･
C A H患者リ ン パ 球の 肝細胞障害性の 電顕的観察
Table 2. Lymphocyte subsets atta ched to target Co o n ce鮎 afte rin cubatio rL Of
target c ells with wholelymphocytes丘o mpatients with C A H fo r6 hr at37
0
c in a
hu midifiedatm o sphe re of 95% air and5 %C O2.
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Lympho cyte subsets Me a n 士SI)%･
n o nE- RF C: E-RFC
E A-RF C: n O nEA- RFC
E AC-RFC : n On E A C-R FC
8 1.2± 0.9 : 18.8土 0.9
(3)
16.8 ±4.3 : 8 3.2土 ヰ.3
(7)
6'1.9士 6.3 : 3 8■.1± 6.3
(5)
Fc一工e C ¢ptO 工be a血g c ell
*
e ndoge n o u s,PeIO Xidas e-
3 7.5 ± 1.9辱 *
(3)
5.9士 1.2
positiv e c ¢皿 (4)
( ): n u mbe r ofc ase s studied. *Fc- re CePtOr･bearing cells were assayed by me an sof
Per OXidas e- h belled a ntibody m ethodaftertr eatm entoflympho cyte swi thaggregated
IgG.
* *
endoge n o u s･Pe rO Xidase-PO Sitive ceu: less th an 7% (5.3 ± 1･4%). Ab brevト
atio n s a工ethe sa m e asin Tablel.
Table 3. Lympho cyte subsets ofn o nE- R F Cs 丘o mpatie nts with C A 軋
Lymphocyte■s ubsets Mea n士S D %
E- RFC : n O nE-RFC
E A-R FC : nO nEA-R F C
E A C-R F C: n O nE A C- R F C
1 2.4 ± 2.9 : 8 7.6 ± 2.9
(4)
3 1.9 ± 2.7 : 6 8.1 ± 2.7
(3)
4 0.7 ± 4.6 : 5!).3 ±4.6
(4)
Fc 寸e CeptOI-bea血 g ce皿
串*
endogen o u s-Per O Xidase-
Z9.4 ± 3.`* *
(3)
6.4 士2.4
PO Sitiv e c ell (4)
( ): n u mber ofcas es studied. *Fc･re C ePtO エーbe aring ce皿s w ere assayed by m ea n s of
Per O Xidase･1abelled antibody m ethod afte rtre atm e ntoflympho cyte swi thaggr egated
IgG.
* *
e ndogen o u s- per O Xidas eppo sitiv e c en: le ssthan 9% (6.2 土 2.5%). A b b工e Vi-
atio n s ar ethe s am e aSin Tablel.
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Table 4. Lympho cyte subsets atta ched to ta rget Co o n c ens afte rin c ubatio n of
ta rget c ens with n o nE
-R F Csfto mpatients with C A E fbr6 hr3 7
0
c in ahu midiN
丘ed atm o spherel
Lympho cyte subsets
Me an ±S D%
E. R F C: n O nB･R F C
E A_R F C: n On E A- R F C
E AC- R F C: n O nE A C-R F C
19.4 ± 8.8 : 80.6 士 8.8
(5)
4 2.2 ± 15.5 : 5 7_.6± 1 5.5
(5)
5 8.2 ± 1 0.0 : 41.8 ± 10.0.
(5)
Fo･揮 00ptO ケb¢adng cd l
*
¢ndog¢n O u 計p町 拡 i 血駆
-
37.6 ± 3.2* *
(2)
7.9 ± 1.9
･ pO S祉如e･∝瓜 (3)
( ): n u mber ofcase s studied. *FcTre C ePtO r-be aring cens w er e a ssayed by m e anS Of
pe 工0 Ⅹida seJ d) ened antibody m ethod afte rtre a
tm ent oflympho cytes withaggr egated
IgG .
* 串
e ndogen ou 叩 er O Xida seっo sitjv e ceu: le ssthan lO%(7･6 士2･3 %)･ Abrevi
-
atio n s ar ethe s且me aSin Tablel.
者 n o nE･ R F C を加え て 24 時間培養 し た も の を 観察
し た . 走査電観 で は , n O nE-RFC が 標的細胞 に 多数接
着 し(Fig. 4a), 標的細胞 は不整形 に 萎縮 し た り (Fig･
4b), 紡錘 形 に 変形 し た も の が 観察 され た ･ 変形 標的細
胞 は , 標 的細胞数 に 対す る添加 リ ン パ 球数 を増大する
に つ れ て 多く 認 め ら れ る よ う に な り t 接着 リ ン パ 球数
が 多 い ほ ど標的細胞の 変形 が強く な る傾向が あ っ た ･
透過電顕下で は , n O nE-R F Cの 接着した 標的細胞の
扉形質に は種 々 の 変化 を認 め た . すな わ ち ① ゴ ル ジ
装 置周辺 の 小空胞 の 増加 (Fig. 5a). ② 粗面小胞体
の 開大 (Fig . 5b), ③ a utophagic v a cu ole の 増加
(Fig. 5c), ④ 原形質内の 局所の 崩壊像(Fig･ 5d)
と その S egr egatio n(Fig . 5e),defe c atio n(Fig･ 5e),
⑤ 核の 形の 不整化な どで あ る . さ ら に 特徴的 な所見
と し て , 原形質内 に 大小の 不整形 の 空胞 が形成 さ れ ,
そ の 壁 か ら空胞 に 向 っ て 大小 の 絨毛状 の 突出が多数認
め られ た (Fig. 5f). 時 に は , 多数 の 繊 毛様構造物 で 内
腔が充満 して い る 巨大空胞 と して 観察さ れ る もの もあ
っ た(Fig. 5g). こ の 空胞に は正常な租面小胞体か らの
移行像 も認め られ た (Fig . 5h). ち な み に 椚 g 6, 7 は
そ れ ぞれ E A- R F C およぴ ag gregated lgG を用 い た
Fc リ セ プ 夕陽性細胞が棲的細胞 に 接着 して い る 透 過
電朗像 で あ る が , そ の 標的細胞 に は n o nE,R F C添 加
の 場合 に み られ た も の と 同様 の 変化像が観察さ れ た･
っ ぎ に , 標 的 細胞 m o n olaye rに C AH 患者 の E･
R F C を加 え て 24 時間培養した 場合 , 走査電顕で は 少
数 の E-R F C が標的細胞の 遊離面 に 接着 して い る の み
で 標的細胞の 変化 は きわ め て とぼ し い (Fig･ 8 )･ また
透過電顕 で も同様 で あ っ た .
C A H患者 の n o nE-R F C添加後 24時間の 培養上宿
中の 浮遊 標的細胞を み る と , 前述 の m o n olaye rの 標
的細胞 に お い て み られ た 変化 に 加え て 原形質の 暗調化
を伴 っ た 変性の 著 し い 浮遊標的細胞が ,n O nE
-R F Cの
接着 し た状態 で 認 め られ た(Fig･ 9a)･ ま た
一 方で は崩
壊像を示す浮遊標的細胞 も観察 さ れ た(Fig･ 9b)･ しか
し , こ れ ら の 形態 と , リ ン パ 球無 添加 で Coo n細胞の
み を培養 した 場合の 培養上浦中の 浮遊細胞 に み られる
形態(Fig. 1 0)と の 間 に はか なり の 相違 が認 められ た･
す な わ ち , 後者 の 場合 は Fig. 10の ご と く主 に ① 核
の 変形 と核膜下 お よ び核小体 へ の 核質 の 凝軋 ②
ミ
ト コ ン ド リ ア の 膨化 と ク Ijス タ の 破壊 , ③ 粗面小胆
体 の 嚢状 の 拡大 , ④ 種々 の 大き さ の 空 胞 の 出札
⑤ 原形質内の 膜性小器官に と ぼ しい a r e aの 出現な
ど で あ り . C A H患者 n on E-R F C が接着 した標的細抱
に み られ る繊毛様構造物で 充満 した 空胞 はみ ら れなか
っ た .
CA H 患者リ ンパ 球の 肝細胞障害性 の 電 顕的観察
no nE一■R F Cの 標的細胞 へ の 接 着様式 を み る と 以下
の 3型が観 察 さ れ た . す な わ ち
, ① 標 的細胞 の 遊離
面へ の 接着(Fig. 11a), ② 隣接 す る標的細胞 の 間 に
割り込 む よう な接着 (Fig. 11b). ③ 培 養 シ ャ ー レ 面
と標的細胞 との 間 へ の も ぐり込 み ( Fig. 11c)で あ る .
これ を透過電顕で み ると , 前述 し た い ず れの 接着様式
で も, 両細胞の 接着面 はお ゝ むね 波状 を呈 し て おり .
それ ぞれ の 彼の 頂郡 で 両細胞膜 は clo s e c o nta ctを し
て い た(Fig. 1 2). こ の clo s e c o nta ct郡 の 両細胞膜問
陛は お ゝ よそ 1 50Å 以 下で あり ,そ の 長 さが 1 500 Å 以
下の い わ ゆる point c o nta ct で あ っ た . さ ら に 接着部
位に よ っ て は , 両細 胞膜が癒合 して い るか の よ う に み
える部位 も認 め ら れ た が (Fig. 13a), gO nio mete rに
より試料に 適当な傾斜 を与え て そ の 部を 観察する と ,
100Å 以 下 の わ ず か の 細 胞間陛 が 認 め ら れ (Fig.
13b). 両細胞膜 の 癒合は なく , ま た 明 らか な原形質間
架橋形成も み ら れ なか っ た . ただ し100Å 以 下に 狭 く
な っ た細胞間腔 に は フ ィ ラ メ ン ト様 の 構造物が認 め ら
れ , 両細胞膜 の よ り緻密 な pointc o nta ct を示 し て い
た (Fig. 13b). 一 方 , 少数で は あ る が 両 細胞膜 が ,
interdigitatio nの 状態で 接着 して い る の が み ら れ た
が (Fig. 14), その と こ ろ ど こ ろ に point c o nta ctが
観察さ れ た .
3. 健 常 者 n o nE- R F C と標的細胞 と の inte r-
actio n の 電顕的観察; 標的細胞 m o n olaye rに 健常者
末梢血 n o nE･ R F C を加え て 24時間培養 し た場合 , 走
査電顔 で は C AH 患者 n o nE- R F C添加 の 場合 に 較 べ
て 本質的な相違 はみ られ な か っ た . す な わ ち
,
か な り
多数の n o nE- R F C が標的細胞 に 接着 して おり , C A H
患者 n o nE- R F C添 加時に み られ た と同様 に , 変 形 し
た標的細胞 もみ ら れ た が , その 数 は少 なか っ た (Fig .
15). 透過 電顕上 , 少 数の 標的細胞に は C A H患者 n o n
E- RF C添加の 場合に み ら れ た もの と同様 の 絨毛様突
出物を内腔に 有 す る空胞を認 め たが (Fig. 16), リ ン
パ 球の 接着に も か か わ らず , こ の よ う な変化を示す も
の が少な い と い う 印象を得 た . ま た , n O nE･ R F Cの 標
的細胞 へ の 接着様式 や接着部の 超微細構造 に お い て
も, C A H患者 n o nE- R F C添加の 場合に み ら れ た も の
と 本質的な相違 は認 め られ なか っ た .
考 察
1. C A H患者 に お け る培養肝細胞障害 リ ン パ 球の 亜
分画と細胞障害: 従来の in vitro の 研究 に お い て は ,
肝細胞障害性を有す る C A H患者 リ ン パ 球 の 亜 分画
が , C3 リ セ ブタ を 有す る亜分画で あ る と す る も の 5),
Fc リ セ ブ タを 有す る亜分画で あ る と す る も が 】, あ る
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い は表面免疫 グ ロ ブ リ ン や 羊赤血球 リセ ブ タの い ず れ
も も た な い n ullcellで あ る と す るも の 1 9慢 ど ,用 い る
標的細胞の 種類や リ ン パ 球分離法の 相違 も あり , 一 定
の 見解 に 達 し て い な い . し か し 今 回 の mic r o cyto -
to xicity te st では . n o nE- R F C, E A･R FC の 両分画に
強 い 細胞障害性を認め . E A C- R F C分画 も軽度 の 障害
性を示 し た . さ らに , 電朝的観察か ら後述の ごと く ,
標的細胞 へ の 接着が リ ン パ 球の 細胞障害の 必要条件 で
あ ると の 結論が 得ら れ た ため , 今 臥 培養肝細胞に 接
着 して い る リ ン パ 球 の 亜分画を検討 し た . ま ず,W L を
標的細胞に 添加し た場合 , E･R F Cと n o nEJR FCに つ
い て み れ ば , 細胞障害性の 強 い n o nE- R F Cの 方 が は
る か に 多く 標的細胞に 接着 し て い る こ とが わ か っ た .
そ こ で 末梢血中の n o nE- R F Cの 亜分画を み ると ,EA-
. E A C- R F Cの 順序で そ の % が増加し て おり , こ の 成績
と標的細胞接着 n o nE-R F Cの 亜分画 の 成績 とを 比較
す る と , 本質的な 相違 が な く . 特定 の 亜分画に 偏 っ て
標的細胞 に 接着 して い る こ と なく . 多種類の 亜分画 が
接着 して い た . も し標 的細胞 に 接着して い る す べ て の
リ ン パ 球が 細胞障害性 を発 揮す る と すれ ば , 本実験系
で の 細胞障害機序は , 従来言わ れ て い たよ う な 単 一 機
序 (A D C C あ るい は n atu r al killing) で は な く , よ り
複雑な 機序の 協同作用 と な ろう が . 細胞障害性 リ ン パ
球の 亜分画が限定 され て い る こ と と実験系が単純 で あ
る こ と か ら, 次の い く つ か の 機序が 問題と な る . まず
リ ン パ 球 が C A H患者か らの もの で あり , 肝細 胞膜抗
原に よ っ て 既 に 感作 され た状態に あ る B-rich 分 画 に
強い 細胞障害性 を認 め る こ と か ら , 第1 に 培養時間中
に B･ rich 分 画か ら分泌さ れ る肝細胞膜抗体 が 本反応
に 関与し て い る可能性が考え ら れ る . そ して と 卜 と ラ
ッ ト の 肝細胞膜抗原 に は共通 抗原が あ る こ と も よく 知
られ て い る事実 で ある . 第2 に 膜抗原と膜抗体と の 免
疫複合体が生体内で 形成さ れ , それ を リ ン パ 球が 持ち
込 み , 培養時間中 に 培地 内で 抗原と抗休が はず れ て ,
抗体 が標的細胞膜 と複合 し て 複合体 を介 し て a ntト
body-depe nde nt c el トm ediated cytoto xicity
( A D C C ) を起 し得 る可能性 も あ ろう . 一 方 , 第 3 と し
て , 生体内 で リ ン パ 球が肝細胞膜に 感作さ れ て い な い
場合に は , n atu r al killing (N K) に よる 反 応2 0 卜 2 2,.
即ち N K細胞が本反応を主導 して い る可能性が考 え ら
れ る . こ の 反応 は, 健常者 リ ン パ 球 (n o nE-R F C) を
用い た実験 に お い て は と く に 高い 可 能性 を も っ て い
る . 逆 に 否定で き る反 応 と して は . 肝細胞膜 に 感作さ
れ た T 細胞に よる 反応 (im m u n eT c ell- m ediated
CytOtO Xicity) や 感作 丁 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る
1ym phokin e- m ediated cytoto xicity は否 定 し て よ
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く . E･ R F C分画に 細胞障害性が な い こ と か らも裏付け
さ れ る . と こ ろ で . 前述の 第1, 第 2 の A D C C反 応 や 第
3の N K反応は , と も に Fc
▲
リ セ ブ タ を も つ 細胞が 羊
役 を 演L:て お り , n O nE･R F C分画中に 比 較的多数含
ま れ て い る .
2. No n E-R F C と標的細胞 との inte r a ctio n : リ ン
パ 球 が 標的細胞 を 障害 す る た め に は , 両 細 胞 の
c o山 a ct が必要 で あ る と 言わ れ て き た
2引 ~ 2 8碑~3 1}
. そ れ
らの 実験 に は , 従来 丁 細胞を用い た もの が 多く , 本実
験の よ う に C A H患者の n o nE･ R F Cを effe cto r細 胞
と し , 肝細 胞を 標的細胞 と し た報告 が な い . n o nE･
R F Cの 接着 して い る標 的細胞 に み ら れ た 特異 な変化
と し て , 絨毛様構造を多数内腔 に も っ た大型空胞 の 出
現 が あ っ た . こ の 空胞ほ . 種 々 の 形状 の 観察か ら, 最
初 は粗面小胞体 の 関大か ら出発 して , そ れ らの 拡 大癒
合 に よ っ て 不整形空胞 とな り , そ の 内陛が
一 段 と拡大
し て 大型空胞に 転化す る もの と考 え ら れ t 空胞 は単層
の 限界膜 で へ だ て られ て い る . 空胞 の 内腔 に 突出し て
い る繊毛様構造物内に は , 細 胞小器官 を含み , 大小不
同の 繊毛か ら , は ゞ均 一 な大 き さ の 小型 絨毛を含む も
の ま で あ る . こ の よう な~大型空胞を含む細月包の 原形質
に は . a utophagic v a c u ole や 無定型物質 その 他 を 含
む 局所的な崩壊像が み ら れ , 退行変性像が著 し い ･ in
vitr o の CytOtO Xicity 反応 で . 標 的細胞 に こ の よ う な




最 乱 抗 he rpe s sim plex viru s抗体で 前 処置 した 同
ウ ィ ル ス 感染 ヒ ト fibr obla stを 標的細胞 と し , 同 じ ウ
イ ル ス 感染患者リ ン パ 球 を用 い て A D C Cの 透 過 お よ
び走査電朗像 を示 して い る が , 前 記 の 大型空胞出現の
記載が な く , リ ン パ 球 に 接 して 微細空胞の 多数出現の
み を報告 して い る . 今回 の D C C と A D C Cの 違 い か , ヒ
ト fibr obla st とラ ッ ト肝細胞 の 遠 い に よ る の か は 不
明で あ る . 一 方 , in viv oの 実験 で は , 粗面′ト胞体 に 由
来す る特異な大型空胞 に 類似 した 所見が , 渡辺 ら
2別 の
ェ チ オ ニ ン 投与 に よ る細胞障害の 実験 にお い て ラ ッ ト
の 膵 で 観察さ れ て お り , 蛋白合成 の 障害 に 伴う 退行変
性的性格 を も つ 粗面小胞体 の 変化 と意義づ け て い る ･
大型 あ る い は不整形空胞 を も つ 標 的細胞 の 出現 は ,
対照と して 用 い た健常者か らの n on E- R F C と標 的細
胞と の 反応の 時に も見 られ た . も し大型空胞の 出現が
A D C Cに は認 め られず , ま た 今 回 の 実験 で CA Hの
n o nE_ R F C添加 の 場合 も健常者 の そ れ の 場合 も , 大
型空胞の 出現と い う点 か ら , 同 一 の 作用械序 に よ る標
的細胞の 変化だ と仮定する と . 今 回の 反応 は n atu ral
killin g 反応 で あ ろう と 理 解さ れ る . n atu r al killing
反応 は抗体の 関与 を必要と しな い effe cto r細 胞 と 標
野
的細胞 の 直接的反応で あ る か ら で あ る .
一 方 , 今回 の 実 験で は , m O n Olaye rか ら剥離し た変
性肝細抱の な か に も . 培養 シ ャ ー レ 面に 壁書状態に あ
る 肝細胞 と全く同 一 の 変化 ( 絨毛 様構造を も つ 大型空
抱) が 認め ら れ た . こ れ に 対 し て 標 的細胞 m o n o-
1aye rを , リ ン パ 球 を加 えず に 自然崩壊を待 っ 状態 で
培養す る と , そ の 剥離肝細胞の 変性像は . 前述と は異
な り . 多発す る空胞の 内陛 に は絨毛様突出は ほ とん ど
認 め られ な か っ た . 標的細胞の み の 培養で は , 肝細胞
が 低栄養 ･ 低酸素状態 に 陥 っ て か ら剥離崩壊す る と考
え られ る の に 対 し て , リ ン パ 球 に よ る免疫学的標的細
胞崩壊 で は , リ ン パ 球 と の 接着 を介 して , お そ ら く肝
細胞 の 膜変性 が引き金 と な る の だ ろ う と理 解 され る .
い ず れ に せ よ , 標的細胞の 自然崩壊 と細胞免疫学的崩
壊が形態学的に 異な ると い う 所見 は重要 だ と 思 わ れ
る .■
リ ン パ 球 と標的細胞 との 接着 は , 標的細胞の 遊離面
へ の 接着 の み な ら ず, 隣接標的細胞 の 境界面 へ の 割り
込 み , ま た培養 シ ャ ー レ面 へ の も ぐ り込 み の 所見から
考 え て , リ ン パ 球 が標的細胞の 周囲 を移動 し なが ら接
着 す る と考 え て よ い で あ ろ う . そ し て , そ の 移動が l
リ ン パ 球 の 細胞障害性 を発揮さ せ る 機会を著 しく増大
さ せ る と い う 点 で 細胞障害 に 重要 で あ ろ う と 恩 わ れ
る .
リ ン パ 球 と標的細胞 の 接点 を み る と , 150Å以 下 の
point c o n a ct が多数認 め ら れ , 両細胞膜 の 癒合 が み
ら れ な か っ た . Biberfeldら
2 9)は両者 の 膜 の 近 接 し て
い る 長さ の 長短よ り , br o ad z o n e c o nta ct と point
c o nta ct と に 分類 し , リ ン パ 球が そ の 細 胞障害性 を発
揮す る ため に は br o ad z o n e c o nta ctの 方が より適 し
た状態 で あ る と推論 し て い る . Da niel ら
2 7}も , A D CC
で は リ ン パ 球 と fibr ob la st と の 接 着 が point
c ｡ nta Ct のも の と br o ad z o n e c o nta ct の も の と の 両
者 が あ る と し て い る . こ れ に 対 し , Kalina ら
30)は
Le uke mia EL 4細胞を標的細胞と し , T リ ン パ 球 を
用 い た 実験 に お い て , pOint c o nta ctが 接着部位 に お
け る主 な形態 で あ る と報告 し て い る . 本実験で は,nO n
E- R FC は多数 の POint c o ntact を介 し て 標 的細胞 と
接着 し て い る の が認 め ら れ t bro ad z o n e c onta Ct を
み な か っ た . point c o nta ct の部位 で は , 両者 の 膜の 間
に は , Kalin a ら
30)が septa-1ike str u ctu reと 言 い ･
Firket ら
31)が thr ead-1ike m ate rial と記 載 し た 微細
な フ ィ ラ メ ン ト 構造物の 存在 は判然 と し なか っ たが ▼
無定 型 な , 微細 な 構造物 を 認 め た . fluid m o s aic
m ｡del説a 2一に よ る と , 細胞膜の 二重膜構造 の う ちの 外
側脂質層の 表面 に は a cidic glu c o s a min oglyc a nか
C A H患者リ ン パ 球の 肝細胞障害性の 電顕的観察
ら成る S u rfa c e c o ats の 存在が知 ら れ て い る . point
c onta ct部位の , 両細胞の こ れ ら s u rfa c e c o ats の 重
なり あ る い は接着が , 今回 , 両細胞間 の 微細 な構造物
と して 観察 され たの で はな い か と 考 え ら れ る . こ の
s urfa c e c o ats は細胞 の 凝集 や接着 の み な ら ず細胞相
互 の情報伝達 , 免疫応 答 , 物質輸送 に 重要 な役割を果
し て い る だ ろう と い わ れ て い る3 313 4). 本実験 で 示 さ れ
た point c onta ct に よ っ て , 両 s u rfa c e c o ats を 場 と
し て 免疫応答が行わ れ て い る も の と推測 す る .
結 論
Co o nラ ッ ト 培養肝 細胞を標的細胞 と し て C A H患
者末梢血 リ ン パ 球 と培養 し, 肝細胞障害 に 関与す るリ
ン パ 球 の 亜分画を検討 し , そ の 亜分画と標的細胞と の
間で 起､こ るinte ra ctio nと 標的細胞 の 障害過程の 形態
を電動的に 検討 し た .
1. C A H患者 に お い て 直接肝細胞障害性 を有す る リ
ン パ 球は n o n E- R FC, E A-R FC, E A C-R F C の順序
であり , hete r oge n e o us な populatio n で あ っ た .
2. Co o n細胞に 接着す る n o n E-R FC の 亜 分画 も
1. と 同じ く , hete r oge n e o u sな populatio nで あ っ
た .
3. 細胞 障害性 を有する り_
ン パ 球 は 標的細胞 に 多
数の point c o nta ct を 介 して 接着 し なが ら移動する こ
と に よ り , m O n Olaye rの 標的細河包を変性 , 遊離さ せ .
CytOlysis に 陥 らせ た .
4. 健 常 者 の n o nE- R F Cに よ る 細胞障害像 と
C A H患者の n o nE-R F Cに よ る細胞障害像 と の 問 に
は超微細構造上, 質的差異 は認 め られ ず , 共に 絨毛様
構造物 を含む粗面小胞体由来の 大型空胞が原形質内に
形成され ると い う過 程を経 て 崩壊 し た .
5, こ の 形 態変化 を基礎 と し て
,
Co o n細 胞 に
C A Hの non E-R F C が直接接着 して Co o n細 胞 を 崩
壊さ せ るメ カ ニ ズ ム と , 健常者の n o nE- R F C が同 じ
く Coo n細胞を 崩壊 さ せ る メ カ ニ ズ ム と はき わ め て 類
似し , お そ らく n atu ral killing に よ るで あ ろ う と 推
論し た .
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CA H 患者 リ ン パ 球の 肝細胞障≒劉生の 電頒的観察
図 説 明
Fig. 1･ Light mic r ogr aph of E A C
- r O S ette -
fo r ming c ells(1 9 Sa ntibody-a nd c o mple m c ntq
se nsitiz ed she ep e rythr o cyte r o s ette
-fo r ming
cells : E A C- R F Cs) atta ched to ta rget Co o n
cells (a r r ow s). Ta rget Co o n c ells w e r ein c u･
bated for 6 hr with whole lym pho cyte fr o m
patients with chr o nic a ctiv e hepatitis (C A H)
and the nlym phoidc e11sfo r ming r o s et e with
E A Cs w e re a n alyz ed a s de s c ribed unde r
Mate rials a nd Methods. 1ym pho cyte (L) :
ta rget cell(C) = 1 5 0: 1.
Fig. 2. Sca n ni g ele ctr o n mic r o s c opic figu re
(SE M )of a m o n olaye r target Coon cells. x
2 2 0.
童 Fig. 3. Tra n s mis sio n ele ctr o n mic r o s c opic
figu r e(T E M) ofa m o n olaye rta rget Co o n cell.
X 80 0 0.
Fig. 4. S E Mofta rgetCo o n c ells of a m o n olaye r
in c ubated fo r 2 4 hr with n o nE- R F Cs (n o n
she ep erythr o cyte ro s ette
･for ming cells)fro m
a patient with C A H. L : C
= 1 5 0: 1 .ln this
C aS et % cytoto xicity of n o n E- R F Cs again st
Co o n cells afte r 4 8 hr in c ubatio n (L : C =
3 0 0: 1) w a s 8 9 %. whe n dete r min ed by
mic ro cytoto xicity a s s ay of Taka s ugi-K lein
m ethod.
4a : Ma nylym pho cyte s a re at ta ched totarget
Co o n c ells. Co v e r slip prepa ratio n fix ed 2 4 hr
afte r ad ditio n of n o nE- R F Cs. x 2 0 0 0.
4b: Ta rgetCo o n c ells c o v er ed witha n u mbe r
Of lym phocyte s a nd sho w pr o n o u n c ed shrink･
age oftheir cytoplasm . x 360 .
Fig. 5. T E M of ta rget Co o n c ells (C) of a
m o n olaye rin c ubated fo r 24 hr with n o nE-
R F Cs(L)fr o mpatie nts with C A H. Ta rget c ells
Sho w v a rio u s cytopla s mic alte r atio n s a s
follow s. No nE, R F Cs w e re obtain ed fr o m the
S a me C ultu r e a sFig. 4, e X C ept 5a a nd 5 b.
5a : An in c re as e in n u mber of s m all v esicle s
a nd v a c u ole s a r o u nd Golgi appa r atu s. L : C
= 1 00: 1. In this c a s e, % cytoto xicity of
n on E- R F Cs again st Co o n c ells w a s7 5 %. x
75 0 0.
5b‥ M ild dilatatio n of ro ugh e ndopla smic
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r etic ulu m(rE R). L : C = 1 0 0; 1. ln this case,
% cytoto xicity of no n E- R FCs again st Co o n
Cells w a s7 9 %. x 70 0 0.
5c : An incre a s ein n u mbe r of a utophagic
V a C u Ole s(a r r o ws). x 6 00 0.
5d : Fo c al intra cytopla s mic dege n e rativ e
Cha nge s obs e r v ed a s a a m o rpho u s el ctr o n-
de n s e m ate rial(a r r o w). x 70 0 0.
5e : Fo c al intra cytopla sr nic dege n e r ativ e
Cha nge a nd s egr egatio n(a r r o w)a nd defe c atio n
(do uble a r r ow) of a m o rpho u s el ctr o n･de n s e
m ate rial are obs e rv ed. x 8 5 0 0.
5f : Vi11u s･1ike stru ctu r e within the cyto ･
pla s m. x 90 0 0.
5g : A la rge intra cytopla s mic v a c u ole c o n,
taining a n u mbe r of villu s･1ike str u ctu re s. x
8 0 0 0.
5 h: A c o ntin uity betw e e nthe ro ugh e ndo-
Plas mic reticulu m (rE R) a nd the pa rt of the
V a C u Ole is obs e r v ed, S ug geSting that villu s･
like str u ctu reis de riv ed fro m rE R(a r r o w).
x ll O O O.
Fig, 6. T E Mof a ta rget Coon c ell(C) of a
m o n olaye rto which E A- R F C(L)is attached
afte rin c ubatio n ofta rget Co o n c ells fo r 6 hr
With w hole lyrnpho cyte sfr o m patients with
C A Hand with E A. (L : C = 1 5 0: 1).
The targetc ellsho w s a nin c r e a s ein n u mbe r
Of s mAllve sicle s a nd autophagic v a c u oles,
a nd n u clea rdefo r mity. x 4 0 00.
Fig. 7. T E Mof a ta rget Co o n c e11(C) of a
m o n olaye r to which a Fc･ re C eptO r･bea rin g
c ell(C)is atta ched afte rin c ubatio n of Co o n
Cells for 6 hr with whole lym phocyte s
fro m patie nts with C A H(L: C = 1 5 0:1). Fc -
r e c epto r-bea ring c e11 is stain ed by m e a n s of
Pe r O Xida se･labelled a ntibody m ethod afte r
tr eatm e nt of lym pho cyte s with ag gr egated
IgG.
The electro n-de n s e r e a ction produ cts a re
Obs e rv ed o n the s u rfa c e m e mbra n e of
lym pho cyte a s ad iffu s etfin egra n ula rpatt ern.
X l O O O O.
Fig. 8. S E Mof a m o n olaye rta rget Co o n c ell
in c ubatedfo r2 4 hr with E･RFCs fr o rnpati-
e nts with C A H(L : C = 15 0: 1). Only a few
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1ym pho cyte s a r e at ched to the fr e e s u rfa c e
of a ta rget Co o n c e11. No signific ant
m o rphoIogical cha nge s of the Co o n ce11a re
obser v ed. x 2 2 0 0.
Fig. 9. T E Mof ta rget Co o n cells (C)fr o mthe
s upe rn at nt of a m o n olayer c ultu r ein c ubated
fo r2 4 hr with no n E- R F Cs (L)
'
fr o m pati･e ntS
With C A H.
9a : An in c re a s ein cytopla s mic den sity of
the ta rget c e11 to which a lym pho cyte is
attached. (T he sa m e c ultu r e a sFig. 5 b). x
6 00 0.
9 b: Lytic dege n eratio n of the ta rget c ellsin
which villu s-1ike stru ctu re s a r e obs e r v ed
(a r r o w s). (T he s a me c ultu re a sFig. 5c). x
7 0 0 0.
Fig. 10. T E Mof Co o n c ells fr o mthe supern atant
of m o n olaye r c ultu r e witho ut ad dit o n of
lym pho cyte st sho win g v ario u sm o rphologic al
alte r atio n s s uch a s nucle a r defo r mity,
clu mping of the chr o m atin in the n u cle opla s m
a nd alo ng the in n e r n u cle a r m e mbra n e,
sw olle n mito cho ndria with dis rupted c rista e,
v a c u oliz atio n of v a rio u s siz e s a nd cystic
dilatatio n of rE R. x 8 0 0 0.
Fig . 1 1. T E Mof thr e etypes of the atta chm e nt
ofn o nE- R F Cs′(L)to ta rgetCo o n c ells(C). T he
fir stis
"
atta chm e nt to the fr e e s u rfa c e of the
ta rget c ell
"
, a S Sho w nin Fig. 1 1a (T he s a rn e
c ultu r e a sFig. 5c). x300 0. T he se c o nd is
"
atta chm e nt to the late r al bo rde r s pf the
ta rget c ells
"
, a nd s o metim es lym pho cyte s
pe n etr ate in betw en ta rge t c ells, a S Sho w ri
in Fig. 1 1b(T he s a m e cultu re a sFig ･ 5b),
3 00 0. T he third is
"
a c r e epin g in u nde rthe
ba s al s u rfa c e of the ta rget cell
''
, a S Sho w nin
Fig. 11c(T he s a m e c ult r e a sFig. 5c)･ Ⅹ 3 5 0 0･
Fig. 1 2. T E Mofthe atta ched a r e abetw e e n a n o n
E･ R F C(L) and a ta rget c ell(C). T he s urfa c e
m e mbra ne of the lym pho cyte ap pe ars to be
u ndulated, a nd at s e v e r al site s the lym pho
-
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Cyte Su rfac e m e mbra n e sho w s a clo s e c onta ct
Witbtheta rget c ell m e mbra n e(POint c o ntact)
(a r r o w s). (T he sa m e c ult r e a sFig. 5c). x
3 5 0 0 0.
Fig. 1 3. T E Mofthe atta ched a r e abetw e e na n o n
E- R F C (L) a nd a ta rget c ell(C). (T he s a m e
Culture a sFig. 5c).
13a : T he clo s e- C O nta Ct a r e a betw e e n a
ta rget c e11a nd a lym phocyte is so m etim e s
obs c u r e a nd e a ch ce11 s u rfa ce m embr a n e
ap pea rto befu s ed (a r r o w s)･ Ⅹ 4 9 0 0 0.
1 3 b: In the s a m e a r e a of 1 3a , afte r s uitable
tilting (2 5
0
), tW O inta ct m e mbr an e S C a nbe
obs e r v ed. Note fin efila m e nto u s m ate rials in
theinte r c ellula r spa c e(a r
･
r O W S). x 490 00.
Fig. 14, T E Mofthe attached a re abetw e e n a n o n
E- R F C(L) a nd a ta rget c ell(C). (T he s a m e
c ultu r e a sFig. 5c). In a fe w in sta n c e s, a n O n
E-R F Cap pe a r sto be atta ched to a ta rget c ell
by villo u spr ojec tio n(a r r o w s). x lOOOO. And
athigh m agnific atio n ofthe area, a nOn E- RFC
is atta chedto ata rget c ell with o n e o r m o re
point c o ntacts (do uble a r r o w s) (in set)･ X
4 0 0 00.
Fig. 15, S E M of ta rget Co o n c ells of a
m o n olaye rin c ubated fo r 2 4 hr with n o nE･
R F Cs fro m n o r m al co ntr oIs(L : C = 1 0 0:
1). Ma ny lym pho cyte s, but fe w e rtha n tho se
fr o mpatie nts with C A H, a r e at ta Ched to ta rget
c ells. A tthe right m a rkedly defo r m ed ta rget
cells a r e obs e r v ed(In this c a s e, % cytoto xicity
ofn o nE -R F Cs again st Co o n c ells w a s2 7 %)･ Ⅹ
7 0 0.
Fig . 1 6. T E Mof ta rgeト Co o n c ells (C) of a
m o n olayerin c ubated fo r 2 4 hr with n on E
-
R F Cs (L) fr o m n o r m al c o ntr oIs, Sho wing
v a rio u sintr a cytopla s mic cha nge s s u ch as
dilatatio n of rE Ra nd vi11us･1ike str u ctu r es(L
: C = 1 0 0: 1)(In this cas e, % cytoto xicity
ofn o nEq R F Cs again st Co o n c ells is 34 %)･ X
8 0 00.
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tntrastru Ctual O bservation s of In VitrohlteraC薗o nsbetw ee n cult red Rat LiverCells and
Peripheral Blo od Lympho cytes杜om Patients wi th Chromic AcdveHepa偵tis Tetstji Karin o,
The Departm ent of Path0logy 岬), Scho olofMedicin e, Kan az a w aUniversity, Ka n aza w a,920-
J. Ju ze nMed. So cっ 90, 4 1 8-4 37(1981)
Key w ords: Cultured liver ce山, ultrastru Ctu reS Ofcytotoxicity,POintc o ntact,N K
A bstra(:t
Lym pho cyte subsets cytoto xic again st c ultu r ed rat hepatocytes originauy e stablished by Dr.
Co o n, H .G . (Co o n c ells) w er edete r min ed by mic rocytoto xicity a ssay m ethod and an alysis of
lym pho cyte subs ets atta ched to Co o n c ellsin c ultu re. M ic r o cytoto xicity a say r ev ealed thatn o n
E- rO S ette fo r ming c ells(n o nE- R F C), E A- R F Ca nd E A C- R F Cofperiphe r al bloodlym pho cytes
(P B L)fr o mpatie nts with C A Hshow ed signific ap.tly highe r cytoto xicity against Coo n c e11sthan
tho se of he alt hy c o ntroIs. An alysis of lym pho cyte subs ets atta ched to Co o n cells s up po rtedthe
re s ults of cytoto xic lympho cyte subs ets obtain ed fro m mic rocytoto xicity a says a ndindic ated
that lym pho cyte subs ets cytoto xic to Co o n c ells w e re c o mpo sed of m ultiple, heter oge n eo u s
Subpopulatio ns.
In t his study m o rphologic al changes of target Co o n c e11s and inte r a ctio ns betw e en effe ctor
lym pho cyte s and target ce1s w ere also ex a min edu nde r ele ctr o n mic r o s c op y. M a ny n o nE
- R FCs
fr om patie nts with C A Iiw e r e atta ched to ta rgetc e11s m ainly withm a ny poin tc o nta ctsle s tha n
15 0 0Åin le ngth, a nd Co o n c ellsin close c o nta ct wit hn o nE- R F C displayed v a rio us cytopla s mic
alte ratio n sin cludingla rge v a c u ole s c o ntaining m a nyintra cytopla s mic vi11u srlike stru ctu r e s. Co o n
C ells flo ated in the c ultu re m ediu m als o sho w ed the sa m e cytopla s mic changes･ In t he healt hy
C O ntr OIs, a S m a11n u mbe r of Co o n c e11s withclo s e c o nta ct wit hn o nE- R F Csho w ed t he s am e
CytOPlas mic cha nges asin patie nts with C A H, altho ughthe n u mbe r of bot hn o nE- R FC attached
to Co o n c ells a nd Co o n c ells displaying cytopathologic al change s e n c o u nte red wa sfe w e rthan
thatof C A H
.
T he s e r e sults pfe se nted he r ein s ugge sted that l) cytoto xiclym pho cyte subs ets again st Co o n
C ells in patie nts with C A Hmight be c o mpo sed of hete r oge n e o u s s ubpopulatio n s, that is, n O n
E- R F C, E A- R F Ca nd E A C- R F C, 2) a m o n olaye r Co o n c e11s, afte r atta chm e nt withcytoto xic
lym pho cyte s thro ugh m a ny point c o nta cts, Sho w ed v ariou s cytoplasmic ch angeS in dic ating
C ellula rdege n e ratio n a nd the n be c a m edeta ched fr o m a c ultu redish, r e Sulting in cytolysis, 3)
Whether effecto rlym pho cyte s w e refr o m patie nts with C A Ho rfro m he althy c o ntr oIs, ta rget
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